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Abstrakt

Myelodysplasticky syndrom je vysoce heterogenni onemocné-
ni s vysokou incidenci u pacientti star$iho véku a vysokou mor-
talitou. Vysledky lécby nékolika preparaty, které jsou v 1é¢bé to-
hoto onemocnéni G¢inné, zatim neprinasi ocekavany prospéch
pro pacienty s myelodysplastickjm syndromem s vysokym
rizikem, proto se autofi této studie rozhodli zkoumat vhod-
né kombinace stavajici terapie azacytidinem s dal$imi lécivy.
Po peclivém zhodnoceni dosavadnich vysledkd byla vybrana
kombinace azacytidin a faktor stimulujici granulocytarni ko-
lonie. Studie GA-MDS/2013, porovnavajici u¢inky kombinacéni
terapie a monoterapie azacytidinem, byla schvalena Statnim
Gstavem pro kontrolu lé¢iv a etickou komisi VSeobecné fa-
kultni nemocnice v Praze. V pribéhu prvniho roku klinického
hodnoceni bylo zafazeno 25 pacientt (cilovy pocet pacientt je
stanoven na 134). Studie GA-MDS/2013 je bezpec¢na ve smyslu
srovnatelné progrese do akutni myeloidni leukemie v obou ra-
menech. Ve vybranych parametrech klinického hodnoceni jsou
trendy, jez naznacuji benefit kombinacni terapie, ale pro malj
pocet pacientt a kratkou dobu trvani studie nejsou tyto zmény
zatim statisticky signifikantni.

Klicova slova: DS, azacytidin, G-SCE, interim analyza, klinickd
studie

Abstract

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a heterogeneous di-
sease with high incidence in elderly patients and with
high mortality rate. The results of the treatment with
few drugs effective for this disease are not fully optimal
for patients at high risk of MDS. Therefore, the authors
of the study decided to study combination of existing

demethylation therapy for MDS with other drugs. After
a careful evaluation of existing research results was selec-
ted a combination of azacitidine and granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF). The GA-MDS/2013 study com-
paring the effects of combination therapy with azacitidi-
ne monotherapy was approved by the National Institute
for Drug Control and the Institutional Ethics Committee.
25 patients of 134 are currently enrolled in the clinical
trial. The GA-MDS/2013 study is safe and does not lead
to higher progression to AML (Acute Myeloid Leukemia)
compared to the control arm. Selected clinical parameters
indicate the benefit of combination therapy although they
are not significant due to a small number of patients and
a yet short duration of the study.

Kli¢ova slova: myelodysplastic syndrome, azacitidine, G-SCE inte-
rim analysis, clinical study

Uvod

Myelodysplasticky syndrom (dale jen ,,MDS“) je dynamicky pro-
bihajici onemocnéni, jehoz prechod do akutni myeloidni leuke-
mie (déle jen ,,AML) ¢ do jinych hematologickych entit typu
aplazie, myelofibrézy ¢i atypické myeloproliferace nelze zatim
ani predikovat, ani G¢inné ovlivnit. MDS se projevuje periferni
cytopenii a myelodysplazii v kostni dfeni. Od klinicky zjevného
nedostatku normalnich krevnich elementti a akumulace krev-
nich nadorovjch bunék (klondlnich myeloblastl) postupné
progreduje. I pfes staly intenzivni vjzkum je MDS jednou z nej-
obtiZnéji 1é¢itelnych hematologickych malignit (1).

0d roku 2009, kdy byl na tth uveden azacytidin, nedoslo v Evro-
pé ani pres veskeré tspéchy z poslednich let, pokud jde o lepsi
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pochopeni patofyziologickjch mechanizmt MDS, k registraci
Zadného dalsiho 1éku pro pacienty s MDS s vysokym rizikem.
Azacytidin pro odbornou vefejnost a pacienty znamena velky
pokrok, ale stéle je vysoké procento nemocnjch, kteri na tuto
terapii neodpovi nebo odpovéd v pribéhu lécby ztrati a nasle-
dujici pribéh onemocnéni se stava velmi nepiiznivym.

Klinicky vyzkum se proto v soucasné dobé zaméruje na zvySovani
poctu odpovédi na lécbu a prodluzovani doby do selhani terapie
ujiz lécenych pacientti s MDS. Takovou cestou se aktualné zda byt
vyjzkum experimentalné potvrzenych lékovych kombinaci.

Design studie GA-MDS|2013

Studie (klinické hodnoceni)

Existuje literdrné podporeny predpoklad dvou nezavisljch pre-
Klinickych studii, Ze aktivace zrani biljch krvinek pomoci dvou
1ékti — hypomethyla¢niho agens azacytidinu (eventualné deci-
tabinu) a cytokinu zvaného faktor stimulujici granulocytarni
kolonie (dale jen ,,G-CSF*) — povede k jejich synergickému efek-
tu (4, 5) a tim dojde k potlaceni nadorové klondlni krvetvorby
a soucasné k obnoveni normalni krvetvorby v kostni dreni.
Oba preparaty, azacytidin i G-CSF (6,7), jsou dnes kazdy zvlast
¢i v kombinaci s jinymi léky soucasti bézné terapie nemocnych
s MDS. Azacytidin se pouziva k potlaceni nadorového ristu, pii
kterém diky hypermethylaci inhibitora buné¢ného cyklu (pro-
teinu p15INK4b, jenZ je kédovan genem CDKN2B) unikaji leu-
kemické buriky kontrole bunécné proliferace (2, 3). G-CSF pod-
poruje tvorbu neutrofilnich granulocytt skrze vazbu na svij
receptor na myeloidnich progenitorech a aktivace klicovych
transkripcnich faktort (PU.1, kodovan genem SPI1) stimuluje
diferenciaci kmenovyjch bunék (8).

Nedavné vyzkumy ukazaly, Ze preinkubace normalnich kme-
novych bunék in vitro s G-CSF pred aplikaci inhibitoru DNA
methylace je zapotfebi k tomu, aby doslo k u¢inné podpore
diferenciacniho  programu bunék (9). Cilem Kklinické studie
GA-MDS/2013 je proto testovani pfedpokladaného vzajemné syner-
gického vlivu preparatti G-SCF a azacytidinu v definovaném rezimu.

Design studie byl navrZen tak, aby byly splnény predpokla-
dy pro postupnou aktivaci programu krvetvorné diferenciace
s G-CSF (a to predevsim granulocyttl) a tim se posilil prodiferen-
cia¢ni vliv nasledné podané hypomethylacni terapie. Prvni dav-
ka G-CSF (30 ¢i 48 MU subkutanné) je aplikovana dva dny pred
podéanim prvni davky azacytidinu. Druh4 davka G-CSF je apli-
kovéna dva dny pted 6. davkou azacytidinu v reZimu 5-2-2 (ob-
vykle pouZivana davka 75 mg/mz2/den subkutdnné s moznosti
redukce davky). Podani G-CSF tedy vidy o dva dny predchazi
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podani azacytidinu. VSechny cykly jsou podany ve stejném re-
zimu. Celkova délka kombinované 1é¢by trva minimalné 4 mé-
si¢ni cykly s naslednym hodnocenim odpovédi v kostni dreni.
V pripadé odpovédi 1écba pokracuje dal$imi 4 mési¢nimi cykly.

Pacienti

Klinické hodnoceni je zalozeno na porovnani 134 pacientl
s MDS s vyssim rizikem v pribéhu planovanjch 5 let (pacienti
s MDS lécenym podle piedloZeného navrhu medikace) v ran-
domizované studii bud' s, nebo bez podani G-CSF ve stanove-
ném rezimu, a to v pomeéru 2 : 1. Do studie jsou zarazovani pa-
cienti, ktefi nejsou predléceni hypomethylacni terapii. Jedna se
o pacienty starsi 18 let, ve stfednim a vy3$$im riziku dle IPSS-R
(Revised International Prognostic Scoring System), ktefi nejsou
kandidaty na transplantaci kostni dfené.

(il studie
Studie testuje a porovnava tcinnost 1é¢by azacytidinem v kom-
binaci s G-CSE tj. rameno G-AZA dle schvaleného protokolu
studie GA-MDS/2013, ve srovnani s i¢innosti lé¢by standardné
podavanym azacytidinem, tj. rameno AZA u pacienti s MDS
s vysokym rizikem (ptivodné IPSS int-2 a high).
Hodnoceny jsou tyto parametry:
e celkové prezivani (overall survival, OS);
* pocet navozenych odpovédi, tj. kompletnich/
parcialnich remisi, a hematologickych odpovédi
dle IWG (International Work Group) (10);
* doba do transformace do AML (progression free
survival, PFS);
* dosazZeni transfuzni nezavislosti.

Vysledky

Ke dni interim analjzy (tj. po ukonceni 1 roku studie) bylo
do Klinického hodnoceni zarazeno celkem 25 pacienti po spl-
néni vstupnich kritérii a po podpisu informovaného souhlasu
s Gcasti ve studii. VSichni pacienti byli 1é¢eni na I. interni klini-
ce VFN v Praze. Randomizace pacientt byla provedena v sou-
ladu se schvalenym postupem studie (v rameni G-AZA bylo
18 pacientd, v rameni AZA 7 pacienttl). Celkem bylo zafazeno
16 muzii a 9 Zen, s medidnem véku 73 let. Kazdy ze zafazenjch
do doby interim analjzy absolvoval nejméné 1 cyklus terapie.
Dle klasifikace WHO z roku 2008 bylo nejvétsi procento pacien-
td v dobé vstupu do studie ve stadiu refrakterni anémie s 10 az
20% myeloblastt v kostni deni (RAEB2/EB2), s vysokym rizi-
kem dle IPSS-R a normalni cytogenetikou (tabulka ¢. 1).

Celkové prezivani
Prezivani ucastnikd studie bylo hodnoceno po prvnim roce
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Tabulka ¢. 1: Zakladni charakteristika pacientt ve studii GA-MDS/2013 (po prvnim roce klinického hodnoceni)

T —— T — e —

muzi (pocet pacient)

Zeny (poCet pacientt) 8
vék (median) 65-86 (71)
MDS WHO 2008 klasifikace

RCMD (MLD) 1
RAEB 1 (EB1) 2
RAEB 2 (EB2) 10
AML/MDS 4
IPSS-R skore

intermediate

high

very high 7
IPSS-R cytogenetika
very good 1
good 4
intermediate 5
poor 5

1 9

69-83 (74) 65-86 (73)
0 1
0 2
6 16
2 6
1 7
6 10
1 8
0 1
8 11
3 8
0 5

Zkratky: RCMD (MLD) — refrakterni anémie s multilinearni dysplazii, RA(EB) 1 (2) — refrakterni anémie s excesem blastii 1 (2)
Pozn.: Studie se pripravovala v letech 2013-2015, proto byla v protokolu pouZita klasifikace podle WHO z roku 2008.

Klinického sledovani. Porovnévala se obé ramena studie: rame-
no G-AZA (pocet pacienti n = 18), rameno AZA (n = 7). Pro
ilustraci 1écebnych vysledkt byla vyuZzita historicka data paci-
entt léCenych azacytidinem ve stejném hematologickém cen-
tru v roce 2016 (n = 16). Rozdily obou kiivek preZivani v pii-
padech studie (G-AZA a AZA) a retrospektivni data (AZA 2016)
nejsou dle log-rank testu signifikantni. V tuto chvili jsou vysled-
ky G-AZA v porovnani s ramenem AZA minimalné podobné,
tzn. Ze nebyl zaznamenan negativni trend tohoto ramene
(graf ¢. 1).

Progrese onemocnéni

Klinické hodnoceni GA-MDS/2013 bylo nastaveno tak, aby
bylo co nejdiive jasné, zda mtze podavani G-CSF u pacientd
s MDS s vysokym rizikem vést k vyskytu cetnéjsi transformace
do AML. Béhem roc¢niho sledovani byla incidence transformace
do AML na 1 pacienta v obou ramenech piibliZzné totozna: 0,35
pro G-AZA a 0,25 pro rameno AZA. Pro odhad celkového trendu
se ramena porovnala s retrospektivnimi tdaji o transformaci
do AML u pacientt 1é¢enych konvencni terapii AZA v roce 2016,
ktery je 0,30. Rozdily mezi rameny klinického hodnoceni nejsou
signifikantni. Na zakladé dosavadnich vysledkd se domnivame,
Ze kombinace konvencni terapie azacytidinem s G-CSF nezvysu-
je riziko transformace do AML vii¢i rameni AZA (graf ¢. 2).

Doba transformace do AML (progression free survival, PFS)
Doba preziti pacientd bez progrese do AML nebo bez jakéhokoli
zhor3eni klinického stavu, ktery by spliioval kritéria pro vystup ze
studie, byla pro pacienty v rameni AZA pramérné 4,8 mésice. Pro
pacienty v rameni G-AZA ¢inil PFS 7,0 mésicti. Z divodu kratkého
sledovani (13 mésicd) neni zatim tyto vysledky mozné porovna-
vat retrospektivné s PFS pacienti v konvencni terapii (AZA 2016).
Tento parametr bude feSen v nasledujicich interim analjzach.

Hematologicka odpovéd ve studii GA-MDS[2013

Ke dni interim analyzy bylo mozno zhodnotit efekt terapie
pouze u 20 pacientt (z 25), zatimco ostatni pacienti ve studii
pokracuji v 16¢bé do vySetteni kostni dfené po 4 cyklech tera-
pie (trepanobiopsie kostni dfené s provedenim histologického,
cytologického a flowcytometrického vysetfeni) (tabulka ¢. 2).

Stav transfuzni nezavislosti vSech pacientd byl ve studii
hodnocen ke konci prvniho roku jejiho trvani. V rameni AZA
(n = 7) bylo transfuzné dependentnich 5 pacientd (71 %) avra-
meni G-AZA (n = 18)jich bylo 11 (61,1 %). Transfuzné nezavis-
Ijch bylo vrameni G-AZA 7 pacientli a vrameni AZA byli 2. Z re-
centné koanalyzovanych pacienti lécenych AZA v roce 2016
(n = 16) bylo transfuzné dependentnich 10 (62,5 %) (tabul-
ka¢. 3).
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Graf ¢. 1: Celkové prezivani pacientd s MDS ve studii GA-MDS/2013 (po prvnim
roce klinického hodnoceni) v porovnani s prezivanim pacientd lécenjch
azacytidinem v roce 2016
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Legenda:

G-AZA —rameno studie 1écby azacytidinem v kombinaci s G-CSF

AZA — rameno studie 1é¢by azacytidinem

AZA 2016 —recentni data pacientti 1écenjch azacytidinem od roku 2016;
pro ilustraci vysledki studie

Graf ¢. 2: Progrese onemocnéni (transformace do AML) pacient( s MDS ve studii
GA-MDS/2013 (po prvnim roce klinického hodnoceni)
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Za dobu trvani studie doSlo pouze u 3 pacientt k dosaZeni
uplné transfuzni nezavislosti, a to u 1 pacienta v rameni AZA
a u 2 pacientt v rameni G-AZA. Podrobnéjsi rozbor (co se tyce
poctu transfuzi, rozdéleni podle jejich druhu (erytrocytarni
X trombocytarni) bude proveden v nasledujici interim analyze.

Analyza maturace granulocyti pomoci priitokové cytomet-
rie (FACS)

Pro sledovani t¢inku G-CSF na terapii azacytidinem jiz bylo
14 pacientd vySetfeno pomoci pritokové cytometrie periferni
krve. VySetfeny byly znaky maturace granulocytarni rady (gra-
fy €. 3 a 4). Nabéry krve probihaly pfed zahajenim podavani
G-CSF a azacytidinu (D -1), kontrolni zméfeni probéhlo v odstu-
pu pribliZzné jednoho tydne (D +7). Z dat jsme pozorovali na-
rust ,,zralej$ich“ markert, jako je CD64+, v obdobi po podani
terapie v rameni s G-CSE Potfebna je vSak §irsi analjza dalsich
pacientd v pribéhu studie.

Diskuze
Studie GA-MDS/2013 (oteviend, randomizovand) s Gcasti pa-
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Tabulka ¢. 2: Celkovy pocet navozenych odpovédi na terapii (WG 2006) pa-
cientti ve studii GA-MDS/2013

e === E]

G-AZA  3(21%) 4(29%) 2(14%) 5 (36 %) 14
AZA 1(17%) 1(17%) 0(0%) 4 (67 %) 6
Total 4(20%) 5(25%) 2(10%) 9 (45 %) 20

Zkratky: CR — kompletni remise, PR — parcidlni remise, SD — stabilni
onemocnéni (stable disease), PD — progrese onemocnéni

Tabulka €. 3: Pocet pacienti ne/zavislych na transfuzich ve studii GA-MDS/2013

B T

G-AZA 1(61,1%) 7 (38,9 %)
AZA 5 (71 %) 2 (29 %) 7
Total 16 9 25

Zkratky: TRF — transfuzné

cientd s MDS s vysokym rizikem po prvnim roce trvani de-
monstrovala, Ze podavani G-CSF v kombinaci s azacytidinem
je v tuto chvili a v tomto stadiu hodnoceni bezpec¢né. Rozdi-
ly mezi dobou transformace do AML u pacient v ramenech
G-AZA a AZA bylo prakticky totozné. Ve srovnani s recentnimi
vysledky hodnoceni PFS pacienti lé¢enych azacytidinem v roce
2016 je zfejmé, Ze podani G-SCF nezvysuje riziko transformace
do AML. Toto zji$téni se muZe opfit naptiklad o vysledky studie,
ktera hodnotila 972 pacientli po autologni transplantaci s po-
déanim G-CSF v porovnani s 1121 pacienty po transplantaci bez
podani G-CSE Incidence relapsu do AML po 5 letech u skupiny
lécené posttransplantacné G-CSF byla 38% vs. 43% u pacientt
bez G-CSF (p = 0,46). Nebyl prokazan zadny vliv pouziti G-CSF
v parametru relapsu do AML (tzv. leukemia-free survival) (11).
Pfi metaanalyze 6 randomizovanjch kontrolnich studii zahrnu-
jicich celkem 414 pacienti nebylo zaznamenano zvySeni rizika
progrese do AML mezi skupinou pacientt léCenych ristovymi
faktory a kontrolni skupinou (12).

U pacientti v rameni G-AZA bylo dosaZeno celkové vyssiho pro-
centa hematologickych odpovédi (CR a PR 50%) neZ v rameni
AZA (CR a PR 34 %). Mechanizmus mozného ovlivnéni riistu,
diferenciace ¢i navozeni bunécné apoptézy leukemickjch bunék
pomoci G-CSF zatim jesté neni objasnén (13). Je zde ale mozny
predpoklad genetické predispozice, kdy pacienti mohou dosah-
nout lepsi hematologické odpovédi pti lé¢bé s G-CSF (14). Zapo-
jeni panelu sekvenovani bodovych mutaci pro viechny pacienty
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Grafy €. 3 a 4: Zastoupeni granulocytarni fady v krvi pacienti ve studii GA-MDS/2013 den pred podanim terapie (D -1) a sedm dni po ném (D +7). Na ose y jsou

procenta bunék exprimujicich dany povrchovy antigen.
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ve studii G-AZA v tom pomtiZe a povede k objasnéni vyssi odpo-
védi v rameni G-AZA v nésledujicich interim analyzach.

Dle dosavadnich vysledki pritokové cytometrie je ve studii pozo-
rovan vliv G-CSF na vyvijejici se progenitory a ,,zralej$i“ granulo-
cytarni krevni buriky. Po podéani G-CSF viditelné nartstaji proporce
bunék v periferni krvi ve znacich D64+ a CD16+ (monocytar-
ni markery) a dale je patrny i mirny nartist CD10+ (neutrofilni
marker). Je vSak potieba §ir$i analjzy dalSich pacientt v priibéhu
studie, a to predevsim v poctu febrilnich neutropenii & infekénich
komplikadi, jezZ budou hodnoceny v dalsich interim analjzach.
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